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4.4.4.4. RESUMEN RESUMEN RESUMEN RESUMEN     

    
El neuroblastoma (NB), es el tumor sólido más frecuente en la infancia, tiene la 
característica de ser refractario a varios compuestos.  
Las Casiopeínas® (Cas) son moléculas de coordinación de Cu II que han 
mostrado tener un efecto favorable en el tratamiento de diferentes tumores, 
debido a que el cobre está implicado en la catálisis de las especies reactivas 
de oxígeno (EROs), las cuales probablemente son la responsables del efecto 
apoptótico. Por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad 
antineoplásica de las Casiopeínas en el NB, e identificar la vía apoptótica 
mediante la cual ejercen su mecanismo de acción. 
  
Se utilizaron las líneas celulares de neuroblastoma CHP-212 y SK-N-SH tratadas 
con las Cas IIgly, IIIEa, IIIia y cisplatino como compuesto de comparación. Se 
estableció la CI50 como la concentración de trabajo y con el ensayo de lactato 
deshidrogenasa (LDH), se determinó la citotoxicidad de los compuestos. 
Mediante una curva temporal por Western blot (Wb) para la caspasa-3, se 
determinó el momento en que las células se morían por apoptosis y para 
comprobarlo, se analizó la integridad de la membrana plasmática mediante 
Anexina V/IP, así como la expresión de diferentes proteínas apotóticas 
[caspasa-8, bacl-2, bax y citocromo C (cit C)] previo fraccionamiento celular, 
además de la disrupción de la membrana mitocondrial (∆ψm) por citometría de 
flujo. Como indicadores del estrés oxidativo, cuantificamos por citometría de 
flujo la producción de peróxido de hidrógeno y superóxido, así como la 
presencia de glutatión (GSH) mediante reacciones colorimétricas. 
 
Las condiciones de trabajo fueron el primer parámetro establecido. Así, 
encontramos que las CI50 para la línea CHP-212 fueron: 68, 21, 14 y 8 µg/ml 
para cisplatino, Cas IIIia, Cas IIgly y Cas IIIEa respectivamente. En tanto que 
para la línea SK-N-SH las CI50 fueron: 37, 31, 10 y 8 µg/ml para cisplatino, Cas 
IIIia, Cas IIIEa y Cas IIgly. Mediante una curva temporal, comprobamos la 
expresión de la caspasa-3 a las 2 h para CHP-212 y a las 4 h para SK-N-SH, 
que fueron los tiempos de incubación establecidos para las siguientes 
determinaciones.  
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La actividad extracelular de la LDH mostró una moderada citotoxicidad para la 
línea CHP-212 tratada con Cas IIIEa (5%) y cisplatino (2%); mientras que la 
línea SK-N-SH alcanzó una mayor citotoxicidad cuando fue tratada con 
cisplatino (15%). 
Este hecho se confirmó mediante Anexina V/IP, ya que por arriba del 50% de 
la población tratada con Casiopeínas muere mediante un proceso apoptótico, y 
solo en las células tratadas con cisplatino, se obtuvieron porcentajes del 15 al 
20% de necrosis.  
 
Las moléculas apoptóticas mostraron que la ruta de muerte celular favorecida 
es la vía apoptótica mitocondrial, ya que con todos los tratamientos y en 
ambas líneas celulares, se observó la presencia de cit C y caspasa-3, con una 
disminución de Bax e incremento de Bcl-2, además de la ausencia de caspasa-
8. Esto se corroboró observando una disminución en la actividad mitocondrial 
del 15-20% en ambas líneas celulares. 
 
Considerando el mecanismo mediante el cual se induce la apoptosis, se 
observó un incremento de EROs posterior a los tratamientos y una consecuente 
disminución de GSH, como respuesta a un ambiente pro-oxidante. 
 
Por todo lo anterior, concluimos que    las Casiopeínas tienen un efecto 
antineoplásico a concentraciones menores que el cisplatino, mediante un 
proceso apoptótico activando la vía mitocondrial debido a un ambiente pro-
oxidante. 
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5.  INTRODUCCIÓN  

5.1 NEUROBLASTOMA 

5.1.1 GENERALIDADES 

  

El neuroblastoma (NB) es el tumor sólido extracraneal más frecuente en la 
infancia, deriva de las células de la cresta neural del sistema nervioso 
simpático (SNS) y presenta un complejo comportamiento [1]. El NB puede 
observarse a todo lo largo de la cadena del SNS; no obstante, es común que 
aparezca en la cápsula del riñón y se disemine con rapidez a ganglios 
linfáticos, hígado, huesos y médula ósea. El NB representa un espectro de 
tumores que incluyen al neuroblastoma (NB), el ganglioneuroblastoma (GNB) y el 
ganglioneuroma (GN) [2]. Este tumor presenta una gran heterogeneidad la cual 
va desde una apariencia celular maligna hasta alcanzar la regresión 
espontánea, presumiblemente por apoptosis [3]. 
 
La etiología del NB aún se desconoce, sin embargo, se han identificado varios 
factores de riesgo tales como el grado de diferenciación celular, la 
amplificación del oncogen N-myc [4], deleciones en los cromosomas 1p y 11q 
[5] y ganancia en el cromosoma 17q [6], entre otras regiones del genoma que 
han sido útiles como herramientas pronosticas en el desarrollo clínico del NB.  
Los tumores de pronóstico favorable, se caracterizan por tener un cariotipo 
triploide como resultado de la ganancia de cromosomas. Estos tumores rara 
vez tienen reordenamientos estructurales, por lo general expresan el receptor de 
tirosina cinasa A (Trk-A) [7], y habitualmente se presentan en niños menores de 
1 año de edad. En tanto que los NB desfavorables tienen un cariotipo diploide 
y comúnmente están asociados a la amplificación del oncogen N-myc, se 
encuentran en niños mayores de 5 años de edad y tienen múltiples alteraciones 
cromosómicas.  
 
La heterogeneidad celular y la falta de maduración (por ejemplo, tumores ricos 
o pobres en estroma y tumores de alto y bajo riesgo, basados en el grado 
histológico), se relacionan con el comportamiento clínico y son útiles para el 
pronóstico de la patología. Esta misma heterogeneidad celular se observa en el 
NB, en donde se han descrito tres fenotipos celulares distintos: neuroblastos 
simpático-adrenales (tipo-N), células sustrato-adherentes planas y alargadas 
(tipo-S) y células morfológicamente intermedias (tipo-I) [8]. Cada fenotipo 
representa un linaje particular dentro de la cresta neural [9]. 
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Al año, uno de cada 100,000 niños en los Estados Unidos desarrolla un NB. 
Este tumor representa el 7-10% de los cánceres en pacientes pediátricos y 
constituye el 50% de todas las neoplasias malignas detectadas en los infantes, 
de acuerdo con el Reporte de Sobrevivencia, Epidemiología y Desenlace (SEER 
2007). En México, la frecuencia de NB es de 2.4% de todos los canceres 
registrados en la base de datos del Seguro Popular (2009), aunque es posible 
que esta baja incidencia se deba a la dificultad para diagnosticar los casos con 
el pronóstico más favorable, algunos de los cuales pudieran haber presentado 
regresión espontánea [10].  
 
 
                    5555.1.2..1.2..1.2..1.2.    TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO     
    
El tratamiento depende del estadio del tumor y las características de éste, que 
en la mayoría de los casos incluye cirugía, quimioterapia, radioterapia o una 
combinación de todas ellas [11]. Los fármacos utilizados para el tratamiento del 
NB comprenden agentes alquilantes como la ciclofosfamida, melfalan, cisplatino, 
carboplatino y decarbaxina, así como etopósido y topotecan [12]. En pacientes 
de alto riesgo, con amplificación del oncogen N-myc y/o estadio 4, es común 
el uso de altas dosis de cisplatino [13]. Sin embargo, el efecto terapéutico de 
estos fármacos está acompañado de una serie de efectos secundarios que van 
desde vómitos, pérdida del cabello, hasta daños en órganos vitales como el 
hígado y los riñones. Por ejemplo, a pesar de la efectividad del cisplatino, su 
uso está asociado con nefrotoxicidad [14] y ototoxicidad [15], lo cual además 
de disminuir la calidad de vida del paciente, limita su dosis. 
 
 
5555.2. CASIOPE.2. CASIOPE.2. CASIOPE.2. CASIOPEÍÍÍÍNAS NAS NAS NAS     
    
Las Casiopeínas® (Cas), son una familia de complejos de coordinación cuyo 
centro metálico es el cobre y en la esfera de coordinación tienen un ligante 
diimina y un donador N-O (aminoácido), o bien O-O (acetilacetonato ó 
salicilaldehidato) [16]. Se ha demostrado que el empleo de las Cas tiene un 
efecto favorable en el tratamiento de diferentes neoplasias, con un bajo índice 
de efectos tóxicos en comparación con los tratamientos convencionales (ver 
Tabla 1). Este hecho se asocia con una mayor selectividad hacia células 
tumorales, lo cual se ha observado en fibroblastos gingivales comparados con 
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células de carcinoma humano epidermoide de lengua (tesis de maestría Chávez-
Cortéz 2012 [17]) así como en células progenitoras y troncales de médula ósea 
de pacientes diagnosticados con leucemia mieloide crónica (sin tratamiento), 
comparado con pacientes hematológicamente sanos (manuscrito en preparación 
Sandoval Miguel). 
    

TablaTablaTablaTabla    1. Líneas celulares tratadas con  Casiopeínas.1. Líneas celulares tratadas con  Casiopeínas.1. Líneas celulares tratadas con  Casiopeínas.1. Líneas celulares tratadas con  Casiopeínas.    

    
 
El cobre es un elemento esencial para los sistemas biológicos, sin embargo, 
dependiendo de la concentración y naturaleza de sus ligandos, puede resultar 
tóxico para el organismo. Al igual que el hierro, el cobre cataliza la reacción de 
Fenton generando una gran cantidad de radical hidroxilo OH

.
. La estructura 

química de estos compuestos se presenta en la Figura 1. 
 
Reacción de FentonReacción de FentonReacción de FentonReacción de Fenton        
HHHH2222OOOO2  2  2  2  +  Fe (II)+  Fe (II)+  Fe (II)+  Fe (II)                        OHOHOHOH.    + OH+ OH+ OH+ OH----    + Fe(III)+ Fe(III)+ Fe(III)+ Fe(III)    
HHHH2222OOOO2  2  2  2  +  Fe (III)+  Fe (III)+  Fe (III)+  Fe (III)                        OOHOOHOOHOOH.    + H+ H+ H+ H+ + + + + Fe(II)+ Fe(II)+ Fe(II)+ Fe(II)    
OOOO2222

-.            + + + +     Fe(III)Fe(III)Fe(III)Fe(III)                        Fe(II) + OFe(II) + OFe(II) + OFe(II) + O2222    

 

 
    
    
 

Casiopeínas  Neoplasia  Línea Celular  Referencia  

Cas IIgly, Cas IIIia Cáncer depulmón A549 y H157 Kachadourian et al. (2010) 

Cas IIgly, Cas IIIia Meduloblastoma Daoy Mejia & Ruiz-Azuara (2008) 

Ca IIgly Cérvix, Ovario HeLa, SiHa, CaSki, 
 C33-A, CH1 

 
Gracia-Mora et al. (2001) 

B A C 

Figura 1. Estructura química de las Casiopeínas. A Cas IIgly, B Cas IIIia y C Cas IIIEa
.    
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El mecanismo exacto de la actividad antineoplásica de estos compuestos aún 
no ha sido dilucidado; sin embargo, se ha relacionado con daño en la 
mitocondria y un decremento considerable en los niveles intracelulares de 
glutatión (GSH) [18-21].  
 
 
5555.3 APOPTOSIS.3 APOPTOSIS.3 APOPTOSIS.3 APOPTOSIS    
    
                5555.3.1. GENERALIDADES.3.1. GENERALIDADES.3.1. GENERALIDADES.3.1. GENERALIDADES    
    
La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada y de defensa 
contra células no deseadas o potencialmente dañinas [22]. Durante el proceso 
de apoptosis, se observan cambios morfológicos en la célula tales como 
condensación de la cromatina, cambios estructurales en las membranas y 
fragmentación de la célula en pequeños cuerpos vesiculares [23]. Estas 
alteraciones son mediadas por la activación de moléculas que degradan las 
estructuras celulares, reduciendo al mínimo el daño al tejido que rodea a la 
célula, para ser removida posteriormente por las células fagocíticas [24]. 
 
Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el inicio y desarrollo 
de la apoptosis son variados, y dependen del estímulo inicial; por ejemplo, 
ciertos agentes químicos (cisplatino, doxorubicina, etc) pueden ejercer un efecto 
tóxico. La apoptosis en respuesta a un estrés celular ocasionado por la 
exposición a dosis tóxicas de un compuesto, puede seguir dos vías 
principalmente: una vía extrínseca mediada por receptores de muerte y otra 
intrínseca o también llamada mitocondrial [25, 26].  
    
      5555.3.2.  V.3.2.  V.3.2.  V.3.2.  VÍÍÍÍA EXTRÍNSECA A EXTRÍNSECA A EXTRÍNSECA A EXTRÍNSECA     
    
Esta vía, se inicia por la estimulación de los receptores de muerte 
transmembranales como el receptor Fas y el receptor del factor de necrosis 
tumoral 1 (TNFR1). Esta activación se da por la unión del receptor de muerte a 
su ligando Fas (FasL) y el factor de necrosis tumoral (TNF), respectivamente. 
Posterior a esta activación, la molécula adaptadora asociada al dominio de 
muerte de Fas (FADD) y la procaspasa-8, son reclutadas para formar un 
complejo señalador de muerte (DISC) [27, 28]. La procaspasa-8 pasa a caspasa-
8 por este complejo que es capaz de activar directamente a la caspasa 
efectora -3, para iniciar así la degradación celular [27, 29, 30].  
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                    5.3.3. V5.3.3. V5.3.3. V5.3.3. VÍÍÍÍA INTRÍNSECA A INTRÍNSECA A INTRÍNSECA A INTRÍNSECA     
    
Esta vía se activa por estrés celular, específicamente por estrés mitocondrial 
causado por factores tales como daño nuclear o por agentes químicos. En esta 
ruta, se lleva a cabo la oligomerización y traslación del heterodímero Bak/Bax 
desde el citoplasma hacia la membrana mitocondrial externa, resultando en la 
formación de un poro mitocondrial. Este proceso desencadena una serie de 
eventos que paulatinamente llevarán a la muerte celular. Así por ejemplo, se 
ocasiona la despolarización de la membrana mitocondrial interna [31], 
permitiendo que se libere el cit C al citosol [22], que al unirse a Apaf-1 (factor 
activador de la proteasa apoptótica) y a la caspasa-9, forman el apoptosoma 
(heptámero de caspasa-9/Apaf-1/cit C) [30, 31]. Una vez formado el 
apoptosoma, en el citosol se activan las caspasas-3, -6 y -7, las cuales son 
moléculas efectoras de la apoptosis. Se ha observado que el aumento de 
especies reactivas de oxígeno (EROs), es capaz de alterar el estado basal de la 
mitocondria, sometiéndola a estrés oxidativo, un evento que desencadena la vía 
intrínseca de la apoptosis [33] 
 
 
5555.4. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OX.4. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OX.4. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OX.4. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXÍÍÍÍGENO GENO GENO GENO     
    
            5555.4.1 DEFINICI.4.1 DEFINICI.4.1 DEFINICI.4.1 DEFINICIÓÓÓÓN Y CLASIFICACIN Y CLASIFICACIN Y CLASIFICACIN Y CLASIFICACIÓÓÓÓNNNN    
    
Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atómica presentan 
un electrón no apareado, pueden existir de forma independiente y debido a la 
inestabilidad de su configuración electrónica, son generalmente muy reactivos. 
Esta reactividad es la base de su toxicidad y de su vida media [34]. En los 
sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo las más 
conocidas las EROs, que incluyen a las especies radicales y a las no radicales.  
 
En la Tabla 2, se muestran las principales moléculas implicadas en la biología 
REDOX [35]. 
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TABLA 2. TABLA 2. TABLA 2. TABLA 2. Principales espPrincipales espPrincipales espPrincipales especies reactivas de oxecies reactivas de oxecies reactivas de oxecies reactivas de oxígenoígenoígenoígeno 

 

EEEEROROROROssss    
RadicalesRadicalesRadicalesRadicales    No Radicales No Radicales No Radicales No Radicales     

Anión superóxido    (O2
.-) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Hidroxilo    (OH•) Ozono (O3) 
Peroxilo    (ROO•) Oxígeno singulete (1 ΔO2) 
Alcóxido    (RO•) Acido hipocloroso HClO 

 

 

Las EROs son necesarias para mantener la homeostasis celular. Estas especies 
normalmente existen en todas las células aeróbicas, en un balance con los 
antioxidantes bioquímicos exógenos y endógenos. 
 

 

        5555.4.2..4.2..4.2..4.2.    ESTRÉESTRÉESTRÉESTRÉS OXIDANTES OXIDANTES OXIDANTES OXIDANTE    
    
El estrés oxidante ocurre cuando el equilibrio entre pro-oxidantes (EROs) y 
antioxidantes es interrumpido con un aumento de RL, una disminución de 
antioxidantes, o ambas. Dado que el estado redox del organismo es 
prácticamente estable, el estrés oxidante es un fenómeno que se presenta solo 
en compartimentos corporales [36]. De manera general, son tres las principales 
alteraciones intracelulares que de forma directa ocasionan el estrés oxidante: 
 

1. La sobreproducción de especies oxidantes como el peróxido (H2O2) y de 
radicales libres como el anión superóxido (O2

.-). 

2. La liberación de los complejos iónicos presentes en algunas 

macromoléculas de importancia biológica. 

3. La modificación de las defensas contra los radicales libres. 

 
Para que todas o algunas de estas modificaciones se presenten en la célula, es 
necesario que se den ciertas condiciones, ya sea ocasionadas por factores 
exógenos o endógenos [37]. Dentro de las exógenas se encuentran diferentes 
alimentos, contaminantes, fármacos, radiaciones. etc. Por lo que respecta a las 
endógenas, abarcan una serie de alteraciones patológicas o fisiológicas, algunas 
de las cuales están determinadas por el estilo de vida. 



   U N A M   2013 

 

 

19 

 

 
                5555.4.3. DA.4.3. DA.4.3. DA.4.3. DAÑO PRODUCIDOÑO PRODUCIDOÑO PRODUCIDOÑO PRODUCIDO    POR LOS RADICALES LIBRESPOR LOS RADICALES LIBRESPOR LOS RADICALES LIBRESPOR LOS RADICALES LIBRES    
    
Cuando en un organismo existe un exceso de RL, prácticamente cualquier 
estructura biológica que lo integra (DNA, RNA, proteínas, lípidos, carbohidratos), 
puede convertirse en diana de la acción de éstas especies reactivas y resultar 
dañada. El daño causado por el ataque de las EROs puede originar lesiones en 
el DNA, pérdida de función de enzimas, incremento de la permeabilidad celular, 
disrupción de la señalización de la célula e incluso muerte celular por necrosis 
o apoptosis (Figura 2) [38].  
 
Cabe destacar que no todas las EROs presentan la misma capacidad de 
reacción. Ciertos compuestos como H2O2, NO, O2•- reaccionan de forma 
relativamente selectiva con solo ciertas moléculas biológicas; mientras que el 
radical OH• es altamente reactivo, reaccionando instantáneamente con cualquier 
molécula. 

    
                            

    

FIGURA 2. Daño producido por los radicales libres 
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5555.4.4. DEFENSAS ANTIOXIDANTES .4.4. DEFENSAS ANTIOXIDANTES .4.4. DEFENSAS ANTIOXIDANTES .4.4. DEFENSAS ANTIOXIDANTES     
    
Las defensas antioxidantes son aquellas sustancias que presentes en bajas 
concentraciones en comparación con un sustrato oxidable, retrasan, previenen o 
impiden significativamente la oxidación del sustrato [39]. Las defensas 
antioxidantes endógenas, son principalmente de carácter enzimático (Tabla 3). 
 
 

TABLA 3. Antioxidantes enzimáticosTABLA 3. Antioxidantes enzimáticosTABLA 3. Antioxidantes enzimáticosTABLA 3. Antioxidantes enzimáticos    
 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
El 5% del oxígeno molecular se convierte en EROs en la mitocondria, donde la 
enzima superóxido dismutasa (SOD) es la encargada de transformar el O2•- en 
H2O2 y O2. El (O2•-), (H2O2) y el (OH•), se forman como intermediarios en el 
proceso de reducción de una molécula de oxígeno a agua (Figura 3). 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

FIGURA 3. Reducción del oxígeno molecular mediante la adición sucesiva de electrones 

 
 
 
 
 

DEFENSAS ANTIOXIDANTES DEFENSAS ANTIOXIDANTES DEFENSAS ANTIOXIDANTES DEFENSAS ANTIOXIDANTES     

Endógenos enzimáticos Ubicación 

Superóxido dismutasa (SOD) Citosol y mitocondrias 
Glutatión peroxidasa Citosol y mitocondrias 

Catalasa Peroxisomas 
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6.6.6.6. JUSTIFICACIJUSTIFICACIJUSTIFICACIJUSTIFICACIÓÓÓÓN N N N     
 

Los análisis genéticos y biológicos del neuroblastoma proporcionan información 
importante para guiar a una terapia óptima, que sea más efectiva y menos 
tóxica para el paciente. Debido a que el empleo de las Casiopeínas® tiene un 
efecto favorable en el tratamiento de tumores, con un bajo índice de efectos 
tóxicos en comparación con los tratamientos convencionales, es preciso 
comprender el mecanismo molecular mediante el cual actúan para ejercer su 
efecto biológico; por lo que nuestro objetivo generalobjetivo generalobjetivo generalobjetivo general fue identificar en el 
neuroblastoma la vía apoptótica mediante la cual las Casiopeínas ejercen su 
mecanismo de acción y el papel de las especies reactivas de oxígeno en este 
proceso.  
 
 

    

7.7.7.7. OBJETIVOSOBJETIVOSOBJETIVOSOBJETIVOS    ESPECÍFICOSESPECÍFICOSESPECÍFICOSESPECÍFICOS    

    

1. Establecer la concentración inhibitoria media de cisplatino, Cas IIgly, Cas 

IIIia y Cas IIIEa, en dos líneas celulares de neuroblastoma. 
2. Determinar la vía apoptótica favorecida por efecto de las Casiopeínas en 

el neuroblastoma. 

3. Identificar la presencia de especies reactivas de oxígeno como resultado 
del tratamiento con Casiopeínas   

4. Analizar el comportamiento de compuestos antioxidantes con la 

administración de Casiopeínas. 
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8.8.8.8. METODOLOGMETODOLOGMETODOLOGMETODOLOGÍÍÍÍAAAA        

    
                            8888.1..1..1..1.    CULTIVOSCULTIVOSCULTIVOSCULTIVOS    CELULARESCELULARESCELULARESCELULARES    
    
Se emplearon las líneas celulares de neuroblastoma CHP-212 y SK-N-SH. Las 
células se sembraron en los medios de cultivo descritos en la Tabla 4 y se 
mantuvieron a 37°C en incubadora con 5% CO2, bajo condiciones estériles. 
 
 
 

TABLA 4. Medios de cultivosTABLA 4. Medios de cultivosTABLA 4. Medios de cultivosTABLA 4. Medios de cultivos 
 
                    
    
    
    
        
    
    
    
    
    
    
8888.2..2..2..2.    DETERMINACIDETERMINACIDETERMINACIDETERMINACIÓÓÓÓNNNN    DEDEDEDE    LALALALA    CONCENTRACICONCENTRACICONCENTRACICONCENTRACIÓÓÓÓNNNN    INHIBITORIAINHIBITORIAINHIBITORIAINHIBITORIA    50505050    (CI(CI(CI(CI50505050))))        
    
La determinación de la CI50 se realizó mediante cuantificación con cámara de 
Neubauer. Se sembraron 8x104 células en 100 µl de medio por pozo, en placas 
de 24 pozos, incubándose a 37°C y 5% de CO2 por 24 h, para que se 
recuperaran de la tripsinización. Al término de este tiempo, se retiró el medio y 
se agregaron 90% de medio más 10% de cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia o Cas 
IIIEa en concentraciones crecientes de 0.1, 1, 10 y 100 µg/ml (usando como 
vehículo agua bidestilada), durante 24 h. Al finalizar este tiempo, las células se 
contaron mediante cámara de Neubauer, utilizando azul tripano como indicador 
de viabilidad celular. De los resultados obtenidos se abrió un nuevo intervalo de 
concentraciones, hasta obtener la CI50. 
 
    

Línea Celular 

CHP-212 SK-N-SH 
DMEM-F12 DMEM 

SFB 10% SFB10% 
antibiótico-antimicótico 1% antibiótico-antimicótico 1% 

aminoácidos no esenciales 1%   
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8888.3 DETERMINACI.3 DETERMINACI.3 DETERMINACI.3 DETERMINACIÓÓÓÓN DE LA MUERTE CELULAR N DE LA MUERTE CELULAR N DE LA MUERTE CELULAR N DE LA MUERTE CELULAR     

    

                    8888.3.1. ENSAYO DE .3.1. ENSAYO DE .3.1. ENSAYO DE .3.1. ENSAYO DE LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)    
La presencia de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de 
cultivo, es proporcional al número de células lisadas y por tanto necróticas. Se 
trata de un método colorimétrico que permite la medición de la actividad de 
LDH utilizando una mezcla de L-lactato, nicotina adenina dinucleótido oxidada 
(NAD+) y sales de tetrazolio (INT). La enzima LDH cataliza la reducción de la 
NAD+ a NADH (nicotina adenina dinucleótido reducida) en presencia de L-
lactato; mientras que la formación de NADH se puede medir mediante una 
reacción acoplada en la que la INT, se reduce hasta un producto de formazán 
rojo (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 4. Reacción catalizada por la enzima LDH, y la reducción de tetrazolio a formazán acoplado a 
NADH. 

 
 
 
Se empleó el kit LDH-Cytotoxicity Assay (BioVision), en una densidad de 2x104 
células por pozo, las cuales se incubaron con los respectivos tratamientos 
durante 24 h, momento en el cual se retiró el medio de cultivo. Se utilizó un 
control positivo (1% de Tritón X-100) y un control negativo (sin tratamiento). La 
cantidad e intensidad del formazán solubilizado se midió 
espectrofotométricamente a 500 nm. 
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                        8888.3.2. IDENTIFICACI.3.2. IDENTIFICACI.3.2. IDENTIFICACI.3.2. IDENTIFICACIÓÓÓÓN DE MOLN DE MOLN DE MOLN DE MOLÉÉÉÉCULAS APOPTCULAS APOPTCULAS APOPTCULAS APOPTÓÓÓÓTICASTICASTICASTICAS    
    
La determinación de las moléculas involucradas en la apoptosis se hizo a las 
24 horas mediante Western blot (Wb) para la caspasa-3 activa. Previamente, se 
realizó fraccionamiento celular con el kit de fraccionamiento citosol/mitocondria 
(Calbiochem, CA), empleando la fracción citoplásmica para la extracción de 
proteínas. Las muestras conteniendo 6-10 µg/ml de proteínas, se colocaron en 
un buffer de carga con 5% de β-mercaptoetanol, se hirvieron durante 5 min y 
se cargaron en un gel de poliacrilamida al 12%, con la finalidad de separar las 
proteínas desnaturalizadas. Posteriormente, éstas se transfirieron desde el gel 
hacia una membrana de nitrocelulosa (BioRad, CA), seguido por la hibridación 
con el anticuerpo primario, el cual fue reconocido con un anticuerpo secundario 
conjugado a peroxidasa (Santa Cruz, CA). La señal se detectó por quimio-
luminiscencia con el kit SuperSignal West® (Thermo Scientific) y la intensidad de 
las bandas se cuantificó con el software ImageJ, versión 1.41 ®.  
 
Debido a que la caspasa-3 activa no se expresó a las 24 h, decidimos realizar 
una curva temporal, en donde observamos la presencia de esta proteína a las 
2 h posteriores al tratamiento para las células CHP-212 y 4 h para SK-N-SH, 
estos son los tiempos que se establecieron para llevar a cabo las siguientes 
determinaciones.  
Siguiendo la misma metodología del Wb, se analizaron la caspasa-8 y las 
moléculas cit C, Bcl-2 y Bax, utilizando β-tubulina como control de carga (todos 
los anticuerpos fueron de Santa Cruz, Ca). 
 
 
                            8888.3.3. DAÑO A LA MEMBRANA PLASM.3.3. DAÑO A LA MEMBRANA PLASM.3.3. DAÑO A LA MEMBRANA PLASM.3.3. DAÑO A LA MEMBRANA PLASMÁÁÁÁTICATICATICATICA  
 
La membrana plasmática está constituida por una bicapa lipídica que entre sus 
componentes, contiene fosfatidilserina (FS) la cual en condiciones normales, se 
localiza en la monocapa interna de la membrana celular. Cuando una célula 
entra en apoptosis, dicha membrana cambia su estructura de bicapa a 
monocapa, exponiendo la FS al espacio extracelular. La Anexina V, es una 
proteína que se une específicamente a la FS expuesta en el espacio 
extracelular. Por otro lado, el ioduro de propidio (IP) difunde en aquellas células 
que tienen alterada la integridad de la membrana plasmática, uniéndose al DNA 
como resultado de un proceso de necrosis. Esta determinación se realizó por 
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citometría de flujo, logrando diferenciar al mismo tiempo, células sanas, 
necróticas y apoptóticas. 
 
A las células (1x106) se les administró la CI50 correspondiente y posterior al 
periodo de incubación establecido, fueron tratadas con 5 µl de Anexina-V 
(Annexin-V-FITC Apoptosis Detection kit de Sigma) y 10 µl de IP (solución stock 
50 µg/ml) por 10 min, en ausencia de luz y a temperatura ambiente. Se 
empleó estaurosporina (50 µg/ml) (ENZO Life Sciences) por 18 hrs, como 
control de apoptosis y Tween 20 al 15% como control necrótico. La 
fluorescencia se detectó en un citómetro de flujo FACScan (Becton 
Dickinson Biosciences), cuantificando 10,000 eventos por muestra, usando el 
canal FL1 para medir Anexina-V y FL2 para IP. Se utilizó el programa FlowJo 
para realizar el análisis estadístico. 
    
 
                    8888.3.5 DAÑO A LA MEMBRANA MITOCONDRIAL .3.5 DAÑO A LA MEMBRANA MITOCONDRIAL .3.5 DAÑO A LA MEMBRANA MITOCONDRIAL .3.5 DAÑO A LA MEMBRANA MITOCONDRIAL     
    
El daño a la membrana mitocondrial se identificó mediante MitoTracker™, cuyo 
principio se basa en la utilización de un colorante fluorescente, selectivo y 
permeable a membrana. Este colorante difunde pasivamente y se acumula en 
las mitocondrias con respiración activa. Cuenta con un fragmento cloro-metilo 
que parece ser el responsable de mantener el colorante asociado a las 
mitocondrias y una vez incorporado emite fluorescencia (Figura 5).  
 

 
 
 

Figura 5. Reacciones intracelulares que ocurren con el colorante MitoTracker™ 
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Un total de 1x106  células se incubaron con 50 nM de MitoTracker™ Green 
CmxRos (Molecular 7 Probes), durante 20 min a 37°C. Se realizaron 2 lavados 
con PBS y se analizó la fluorescencia con el citómetro de flujo FACScan 
(Becton Dickinson, Biosciences), utilizando el canal FL1-H en la detección y el 
programa FlowJo para analizar los datos. 
 
 
 
 8888.4 .4 .4 .4 IDENTIFICACIIDENTIFICACIIDENTIFICACIIDENTIFICACIÓÓÓÓN N N N DE ROS Y ESTRÉS DE ROS Y ESTRÉS DE ROS Y ESTRÉS DE ROS Y ESTRÉS OXIDANTEOXIDANTEOXIDANTEOXIDANTE    
    
                    8888.4.1. SUPERÓXIDO (O.4.1. SUPERÓXIDO (O.4.1. SUPERÓXIDO (O.4.1. SUPERÓXIDO (O2222

•-))))    
    
En la identificación de O2

•-
 mitocondrial, se empleó un colorante indicador 

flourogénico altamente selectivo para superóxido (MitoSoxTM). Una vez dentro de 
la mitocondria, este reactivo es oxidado específicamente por el anión O2

•-
 , 

emitiendo una fluorescencia de color rojo detectable por citometría de flujo 
(Figura 6). 
 

 
 
 
 
 
 
    
 

Figura 6. Evaluación del anión superóxido.  

 
 
 
Se incubaron 1x106 células en 250 µl de MitoSoxTM diluido en DMSO (solución 
stock 5 mM), durante 10 min en oscuridad a 37°C. Transcurrido ese tiempo, las 
células se lavaron con el buffer HBSS. Como control positivo se utilizaron 
células sometidas a radiación UV durante 3 h y la fluorescencia se analizó en 
el canal FL2-H en un citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson Biosciences). 
Se utilizó el programa FlowJo para analizar estadísticamente los datos. 
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                8888.4.2. PERÓXIDO .4.2. PERÓXIDO .4.2. PERÓXIDO .4.2. PERÓXIDO DE HIDRDE HIDRDE HIDRDE HIDRÓÓÓÓGENO GENO GENO GENO (H(H(H(H2222OOOO2222) ) ) )     
 
Para la identificación de peróxido de hidrógeno se empleó AmplexRedTM, un 
sustrato incoloro que reacciona estequiométricamente con el H2O2 en una 
relación 1:1. El producto que se genera de esta reacción es resorufina, la cual 
se detecta por citometría de flujo (Figura 7). 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 7. Formación de resorufina mediante la reacción de AmplexRed y H2O2 

 
 
Las células (1.5x104) se lavaron con el buffer KRPG (Buffer de fosfatos Ringer de 
Krebs), y se incubaron con la mezcla de reacción (50 µM de AmplexRedTM + 0.1 
U/ml de HRP) durante 30 min en ausencia de luz. Se utilizaron como control 
positivo células UV radiadas durante 3 h. La fluorescencia se analizó por 
citometría de flujo con el FACScan (Becton Dickinson Biosciences), empleando 
para la detección el canal FL2-H. Se utilizó el programa FlowJo para el análisis 
estadístico de los datos. 
    
    
                        8888.4.3. GLUTATIÓN (GSH).4.3. GLUTATIÓN (GSH).4.3. GLUTATIÓN (GSH).4.3. GLUTATIÓN (GSH)  
 
El glutatión es un tiol de bajo peso molecular que juega un papel crítico en la 
defensa celular contra el estrés oxidante y nitrante en mamíferos. Se han 
observado bajos niveles de glutatión en etapas tempranas de la apoptosis. 
Los cambios en el GSH se detectaron    con el kit Glutathione (Calbiochem, CA) 
mediante monoclorobimano (MCB), un colorante que forma una unión 
exclusivamente con el GSH. El MCB sin unir, no fluoresce, mientras que una vez 
unido al glutatión forma un tinte azul fluorescente (380 nm/461 nm, excitación  
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y emisión respectivamente). La reacción es catalizada por la Glutatión-S-
Transferasa (GST) (Figura 8), de tal modo que los cambios en los niveles de 
glutatión durante la apoptosis, se pueden detectar fácilmente usando un 
fluorómetro o un lector de placa de 96 pozos.  
 
 
 

 
 

 

 

Figura 8. Unión del GSH al monoclorobimano, catalizado por la GST. 

 
Un millón de células fueron lavadas con PBS y se resuspendieron en buffer de 
lisis durante 10 min en hielo; posteriormente se agregaron 25 µM of MCB + 50 
U/ml de la enzima GST, durante 30 min a 37°C. Los cambios en la 
fluorescencia se detectaron mediante un lector de placa a 380/460 nm. 
 
    
ANÁLISIS ESTADÍSTICOANÁLISIS ESTADÍSTICOANÁLISIS ESTADÍSTICOANÁLISIS ESTADÍSTICO    
    
Todas las metodologías planteadas se realizaron por duplicado, en tres 
experimentos independientes, los datos se presentan como la media ± 
desviación estándar (D.E.). Los datos se analizaron para diferencias significativas 
usando ANOVA con una significancia estadística de p<0.05.    
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9.9.9.9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN RESULTADOS Y DISCUSIÓN RESULTADOS Y DISCUSIÓN RESULTADOS Y DISCUSIÓN     

Determinación de la concentración inhibitoria 50 (CIDeterminación de la concentración inhibitoria 50 (CIDeterminación de la concentración inhibitoria 50 (CIDeterminación de la concentración inhibitoria 50 (CI50505050))))    
    
Se determinó la CI50 para el cisplatino y las Casiopeínas en cada línea celular, 
mediante un método de conteo con cámara de Neubauer. La CI50 se estableció 
como la concentración de trabajo para los posteriores experimentos.  
 
En el caso de la línea CHP-212, las CI50 fueron: 68 µg/ml para el cisplatino, 14, 
21 y 8 µg/ml para las Casiopeínas IIgly, IIIia y IIIEa, respectivamente (Tabla 5 y 
Figura 9).  
 

 
 
 
Figura 9. Determinación de la concentración inhibitoria 50 (CI50) en la línea celular CHP-212. Se realizó 

mediante el uso de la cámara de Neubauer, utilizando azul tripano como indicador de viabilidad, para los 

tratamientos: cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa. Las gráficas representan el promedio de tres 

experimentos independientes. 
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Las concentraciones de trabajo para la línea celular SK-N-SH después de 24 h 
con los diferentes tratamientos, fueron: 37 µg/ml para el cisplatino, 8, 31 y 10 
µg/ml para las Casiopeínas IIgly, IIIia y IIIEa, respectivamente (Tabla 5 y Figura 
10).  
 

 
 
Figura 10. Determinación de la concentración inhibitoria 50 (CI50) en la línea SK-N-SH. Mediante el uso 

de la cámara de Neubauer, utilizando azul tripano como indicador de viabilidad, para los tratamientos: 
cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa. Las gráficas representan el promedio de tres experimentos 

independientes.      
 
Estos resultados sugieren que las Casiopeínas IIgly, IIIia y IIIEa tienen un efecto 
antineoplásico en el neuroblastoma debido a que inhiben la proliferación celular 
[41] 
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Tabla 5. CITabla 5. CITabla 5. CITabla 5. CI50505050    paraparaparapara    cisplatino, Cascisplatino, Cascisplatino, Cascisplatino, Cas    IIgly, CasIIgly, CasIIgly, CasIIgly, Cas    IIIia yIIIia yIIIia yIIIia y    
CasCasCasCas    IIIEa en células de neuroblastoma.IIIEa en células de neuroblastoma.IIIEa en células de neuroblastoma.IIIEa en células de neuroblastoma.    

    

línea celular CHP-212 SK-N-SH 

Compuesto 
Químico 

CI 50 

µg/ml               µM 
CI 50 

µg/ml               µM 

Cisplatino  68±1.03 226.7±1.03  37±1.08 123.3±1.08 

Cas IIgly 14±2.34 31.5±2.34 8±1.97 18.0±1.97 

Cas IIIia 21±1.70 47.2±1.70 31±2.34 69.7±2.34 

Cas IIIEa 8±2.09 18.6±2.09 10±1.70 22.2±1.70 

 
 
 
 

 
    
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Comparación de las CI50 [µM] para las líneas celulares CHP-212 y SK-N-SH 

 
 
La CI50 además de representar la concentración a la cual existe un 50% de 
inhibición en la propagación celular, también es un parámetro de eficacia y 
potencia de un compuesto. En base a esto, y como se observa en la Tabla 5 y 
en la figura 14, en ambas líneas celulares las Casiopeínas presentaron una CI50 
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menor que la del cisplatino, por lo que se puede deducir que son más 
eficientes que el cisplatino al inhibir la proliferación celular. 
 
De manera particular en el caso de la línea CHP-212, el compuesto que mostró 
más eficiencia fue la Cas IIIEa seguida de la Cas IIgly, la Cas IIIia y el cisplatino 
respectivamente (Cas IIIEa > Cas IIgly > Cas IIIia > cisplatino). Mientras que para 
la línea SK-N-SH el compuesto que mostró mayor eficiencia fue la Cas IIgly 
seguida de la Cas IIIEa, Cas IIIia y cisplatino respectivamente (Cas IIgly > Cas 
IIIEa > Cas IIIia > cisplatino). La actividad antiproliferativa de las Cas IIgly y IIIia 
se ha reportado en el meduloblastoma donde de igual manera, se obtienen CI50 
menores que el cisplatino [18]. 
    
Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa     
    
Se determinó la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el 
sobrenadante del medio de cultivo mediante una reacción enzimática, donde la 
LDH oxida el L-lactato y mediante una reacción acoplada se obtiene formazán. 
La cantidad de formazán es directamente proporcional al número de células 
lisadas mediante necrosis, debido a que el proceso de muerte celular 
programada forma cuerpos apoptóticos, lo cual impide que salga el contenido 
celular al medio extracelular.  
La máxima cantidad de muerte por necrosis (100%), se midió a las 24 h post-
tratamiento y se identificó como el daño alcanzado al añadir al medio 1% de 
Tritón, lo que conformó nuestro control positivo. En contraparte, el control 
negativo (0%) se refiere al medio obtenido de cultivos celulares sin tratamiento. 
Para la línea celular CHP-212, la actividad de la LDH fue muy similar al control 
negativo, y solo se observó un ligero aumento en el medio de las células 
tratadas con Cas IIIEa (Figura 12).  
 
El porcentaje de citotoxicidad representa la cantidad porcentual de células que 
sufrieron una alteración en la integridad de la membrana plasmática, lo que 
posteriormente originó lisis celular mediante un proceso necrótico. Para la línea 
celular CHP-212 la Cas IIIEa presentó un 5% de citotoxicidad; mientras que el 
cisplatino produjo 2%; por su parte las Casiopeínas IIgly y IIIia, no presentaron 
citotoxicidad (Figura 13). 
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Figura 12. Ensayo de la actividad de LDH. La determinación de esta enzima se realizó 24 h después de la 

administración de las correspondientes CI50; control negativo (sin tratamiento) y control positivo (1% de 

Tritón X-100). Las gráficas representan el promedio±D.E. de tres experimentos independientes. 
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Figura 13. Determinación de citotoxicidad. En las líneas celulares CHP-212 y SK-N-SH, se determinó el 

daño celular 24 h posterior a la administración de la correspondiente CI50 de cisplatino, Cas IIIia, Cas IIgly, 

Cas IIIEa, así como el control positivo (1% de Tritón X-100). Las gráficas representan el promedio±D.E. de 

tres experimentos independientes. 

 
 
En el caso de la línea celular SK-N-SH, la actividad de la LDH es mayor con el 
tratamiento de cisplatino, mientras que con las Casiopeínas se observa una 
actividad similar a la del Control negativo (Figura 12). Así mismo, la citoxicidad 
para esta línea celular también fue alta con el tratamiento con cisplatino (15%), 
mientras que las Casiopeínas no indujeron necrosis (Figura 13). Con estos 
resultados, concluimos que la muerte celular observada en la línea SK-N-SH no 
está dada por necrosis y que a las concentraciones que se administraron los 
diferentes tratamientos (CI50), las Casiopeínas presentan una menor o incluso 
nula citotoxicidad comparada con el cisplatino. Por otra parte, aunque en la 
línea celular CHP-212 la Cas IIIEa mostró un ligero grado de citotoxicidad, esta 
Casiopeína es la que presenta una menor CI50, con lo cual podemos deducir 
que un ligero porcentaje de su actividad inhibiendo la proliferación celular, está 
dado por necrosis.  
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Curva Temporal de ApoptosisCurva Temporal de ApoptosisCurva Temporal de ApoptosisCurva Temporal de Apoptosis    
    
Como un primer paso para comprobar la presencia de apoptosis, evaluamos la 
expresión de la caspasa efectora -3, a las 24 h posteriores a los tratamientos. 
Debido a que no logramos detectarla a este tiempo, decidimos realizar una 
curva temporal a las 0.5, 1, 4 y 6 h. Para la línea CHP-212 se encontró la 
caspasa-3 a las 2 h, mientras que para las células SK-N-SH fue hasta las 4 h 
(Figura 14). Todas las determinaciones posteriores se realizaron a estos tiempos 
de incubación. 
 
 
 
 
    
    
    
    
    
 

    
    
    
    
Daño Daño Daño Daño a la Membrana Plasmáticaa la Membrana Plasmáticaa la Membrana Plasmáticaa la Membrana Plasmática    
    
La identificación del daño a la membrana plasmática se realizó mediante 
Anexina-V e IP. La Anexina-V se une de manera selectiva a la FS, un lípido que 
se expone en la superficie de la membrana plasmática cuando se desencadena 
el proceso apoptótico; mientras que el IP que es un compuesto impermeable a 
la membrana plasmática, solo difunde en aquellas células en donde la 
integridad se ve alterada como consecuencia del daño por necrosis. Este 
proceso se cuantificó mediante citometría de flujo. En la figura 15, el cuadrante 
inferior derecho corresponde a las células apoptóticas (Anexina-V); en el 
cuadrante superior izquierdo se encuentran las células necróticas (IP) y en el 
cuadrante superior derecho las células que sufrieron necrosis secundaria (doble 
marcaje con Anexina-V-IP), es decir, una muerte celular que inicia como 
apoptosis y al generarse un daño mayor, se desencadena un proceso necrótico; 
el cuadrante restante es el control sin tratamiento. 

Figura 14. Curva temporal de caspasa-3 activa. Western blot para las líneas celulares SK-N-SH y 

CHP-212, utilizando como control de carga β-tubulina. Resultados obtenidos de tres 

experimentos independientes con los tratamientos cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa. 
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En la línea CHP-212 (Figura 15 A), se observó más del 50% de apoptosis en 
todos los tratamientos, con un pico para la Cas IIIEa (60%). El porcentaje de 
células necróticas en todos los casos se encontró en un intervalo de 1.4-2.2%; 
mientras que la necrosis secundaria fue de 18-20% para todos los tratamientos. 
Para la línea SK-N-SH (Figura 15 B), la apoptosis fue mayor del 40% para 
todos los tratamientos, con la mayor expresión para la Cas IIIia (56.6%). La 
necrosis se mantuvo por debajo del 1%, en tanto que la necrosis secundaria se 
vio incrementada con los tratamientos de cisplatino (44%), Cas IIIia (28%) y Cas 
IIIEa (39%). 
 
Lo anterior nos indica que el proceso mediante el cual las Casiopeínas inhiben 
la proliferación celular en el NB es preferentemente apoptótico. Sin embargo, en 
el caso de la línea SK-N-SH hay una participación importante de necrosis 
secundaria, principalmente con el tratamiento con cisplatino, lo cual puede 
estar relacionado con los efectos tóxicos de este compuesto, para el cual ya 
se han reportado acumulación en hígado y riñones causando nefrotoxicidad y 
ototoxicidad [15]. Las Cas IIIia y Cas IIIEa también mostraron un incremento en 
el porcentaje de células con necrosis secundaria, sin embargo están por debajo 
del cisplatino, lo cual nos permite intuir que su toxicidad es menor. 

    
    
    
    
 
    
    
    

Figura 15. Determinación de Anexina-V/IP. A. La determinación se realizó 2 h posteriores al tratamiento 

para CHP-212 (A)y 4 h para SK-N-SH (B); se administró la CI50 correspondiente y se cuantificaron 10,000 

eventos por tratamiento. Los porcentajes corresponden al promedio de las células apoptóticas en tres 

experimentos independientes. El cuadrante superior izquierdo corresponde a las células necróticas, el 

cuadrante inferior derecho a las células apotóticas, y el cuadrante superior derecho a las células con 

doble marcador 
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IdentificIdentificIdentificIdentificación de Moléculas Apoptóticas ación de Moléculas Apoptóticas ación de Moléculas Apoptóticas ación de Moléculas Apoptóticas     
    
Se buscó la expresión proteica de las caspasas-3 y -8, cit C, Bcl-2 y Bax en la 

fracción citósolica mediante Wb, utilizando β-tubulina como control de carga. En 
ambas líneas celulares, se observó la presencia de caspasa-3 en las células 
que fueron sometidas a tratamiento, con un porcentaje de densidad óptica (% 
DO) cercano al 20%. La caspasa-3 se considera una caspasa efectora ya que 
es capaz de activar compuestos como lamina, PARP, ICAD y fodrina, los que 
posteriormente escinden una variedad de sustratos responsables de evidenciar 
las características morfológicas de la apoptosis, tales como la fragmentación 
del DNA y la exposición de la FS en la superficie celular (marcador para la 
fagocitosis) [45]. Es por esto que la presencia de caspasa-3 es indicativa de 
que las Casiopeínas y el cisplatino inducen apoptosis (Figuras 16; 17 A y B). 
 
Por otra parte, el cit C es una molécula que se encuentra dentro de la 
mitocondria y participa en la transferencia de electrones en la cadena 
respiratoria celular y su presencia en el citoplasma, es indicativa de apoptosis 
mediante la vía intrínseca [46]. En ambas líneas celulares, se observó la 
expresión del cit C en un 20-30% (DO); sin embargo, en las células control se 
observó un 7 y 6% (DO) en CHP-212 y SK-N-SH respectivamente, lo cual puede 
deberse a una apoptosis basal. Como consecuencia de la liberación del cit C, 
se pierde la capacidad del transporte de electrones en la cadena respiratoria, 
esta inactivación causa la permeabilización de la membrana mitocondrial, lo que 
provoca la pérdida del potencial de membrana. Por todo esto, la liberación de 
cit C es la señal principal que envía la mitocondria para amplificar y 
desencadenar el proceso de muerte, lo que se considera un componente 
esencial para la activación de la caspasa-3 [45]. 

 
Bax es una proteína proapoptótica que se encuentra en el citoplasma, su 
función es translocarse a la membrana mitocondrial interna alterando su 
integridad mediante la formación de un poro o canal, el cual que permite la 
liberación de moléculas como el cit C [47]. En ambas líneas celulares, se 
observó una disminución en la presencia ésta proteína de hasta el 15% en el 
citosol de las células tratadas con respecto a las células control, lo cual puede 
ser indicativo de la entrada de Bax a la mitocondria como resultado de la 
activación de la apoptosis intrínseca. 
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En condiciones de estrés, la célula produce estímulos de sobrevivencia y uno 
de ellos es la expresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2. Esta proteína 
se encuentra en citoplasma, retículo endoplásmico y membrana nuclear. Su 
función es prevenir la activación de caspasa-3 como respuesta a agentes que 
provocan apoptosis, bloqueando la liberación de cit C [48]. En ambas líneas 
celulares, se observó un incremento de alrededor del 6% en las células que 
fueron sometidas a los diferentes tratamientos, como respuesta ante un estado 
de estrés. Sin embargo, el aumento en la expresión de esta proteína no es 
suficiente para detener el proceso de apoptosis (activación de la caspasa-3 y 
liberación de cit C).  
 
Por otra parte, la caspasa-8 que es una de las iniciadoras de la vía extrínseca 
de la apoptosis, se encuentra ausente en ambas líneas celulares. Este hecho 
refuerza la teoría de que las Casiopeínas no inhiben la proliferación celular 
mediante la vía mitocondrial. Cabe destacar que en el caso de la línea SK-N-
SH, se ha reportado la deficiencia de la caspasa-8 [42]; mientras que en la 
línea CHP-212 no hay reporte alguno a favor o en contra. La falta de expresión 
de esta caspasa en ambas líneas celulares, puede tener su origen en diversos 
factores. Así, en un estudio in vitro de neuroblastoma, se detectaron bajos 
niveles de RNAm y la ausencia de la caspasa-8, en 13 de 18 líneas celulares 
[49]. Esta pérdida puede deberse a una deleción en el gen que la codifica 
(2q33) o al silenciamiento epigenético (metilación en las regiones regulatorias). 
El resultado neto de la ausencia de la caspasa-8, es la proliferación del tumor, 
ya que ésta tiene actividad de supresor tumoral [49].  
 
En base a estos resultados podemos concluir que la vía implicada en la 
actividad antiproliferativa de las Casiopeínas es la intrínseca, debido a la 
liberación del cit C desde la mitocondria, al incremento de Bcl-2 citoplásmico, 
con la entrada de Bax a la mitocondria, lo cual se observa como el 
decremento de esta proteína en el citosol además de la ausencia de la 
caspasa-8. 
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    Figura 16. Expresión de proteínas apoptóticas para la línea CHP-212. 1) Western blot para caspasas activas 

-3 y -8, cit C, Bcl-2 y Bax. C=control (sin tratamiento), P=cisplatino, G=Cas IIgly, I=Cas IIIia, E=Cas IIIEa, las 

determinaciones se realizaron a las 2 h posteriores a la administración de la CI50 correspondiente 2) 
Porcentaje de expresión para cada molécula utilizando el programa ImageJ. En todos los casos se utilizó 

como control de carga β-tubulina. Los resultados corresponden a tres experimentos independientes±DE. 
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Figura 17. Expresión de proteínas apoptóticas para la línea SK-N-SH. 1) Western blot para caspasas 

activas -3 y -8, cit C, Bcl-2 y Bax. C=control (sin tratamiento), P=cisplatino, G=Cas IIgly, I=Cas IIIia, 

E=Cas IIIEa. Las determinaciones se realizaron a las 4 h posteriores a la administración de la CI50 

correspondiente. 2) Porcentaje de expresión para cada molécula utilizando el programa ImageJ . En 

todos los casos se empleó como control de carga β-tubulina. Los resultados corresponden a tres 

experimentos independientes±DE. 
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Daño a la Membrana MitocondrialDaño a la Membrana MitocondrialDaño a la Membrana MitocondrialDaño a la Membrana Mitocondrial    
    
La mitocondria es el organelo central en el metabolismo energético, también 
actúa en la homeostasis de iones y en la regulación redox, por lo tanto, el 
daño a la mitocondria lleva a la muerte celular. Las células se sometieron a los 
tratamientos ya descritos y posteriormente se utilizó Mitotracker™, el cual es un 
tinte permeable a la membrana plasmática que difunde pasivamente dentro de 
las mitocondrias,  acumulándose en aquellas con respiración activa. La 
fluorescencia de este colorante es directamente proporcional a las mitocondrias 
funcionales, lo que nos indica que una célula está viva o que se ha mantenido 
la integridad de las mitocondrias. 
 
En la línea CHP-212 se observó que la actividad de las mitocondrias en 
ausencia del tratamiento es de 93.3%; mientras que para las células tratadas 
se obtuvo 86.5% para cisplatino, 87.5% en el caso de Cas IIgly, 72.5% para la 
Cas IIIEa y 82.2% para la Cas IIIia. (Figura 18 A).   
 
En el caso de la línea SK-N-SH, la actividad de las mitocondrias en ausencia 
de tratamiento fue de 86.3%, en tanto que para los tratamientos se obtuvo 
75.5% 66.5%, 69.2% y 70.1%, para cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIEa y Cas IIIia 
respectivamente (Figura 18 B). 
 
En ambas líneas celulares se puede observar que en presencia de los 
tratamientos disminuye el porcentaje de mitocondrias activas; este decremento 
nos indica que el mecanismo mediante el cual las Casiopeínas inhiben la 
proliferación celular es causando un daño a la mitocondria. Esto se 
correlaciona con los resultados obtenidos al analizar diferentes moléculas 
apoptóticas, ya que con la liberación del cit C se altera la integridad 
membranal, lo que provoca la pérdida del potencial de membrana y como 
consecuencia la ausencia en la actividad mitocondrial. Este evento ya se ha 
reportado en células de meduloblastoma [18] y glioma C6 de rata después del 
tratamiento con Casiopeínas [19]. En el caso de la Cas IIgly se ha reportado 
que produce inhibición de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (2-OGDH), la 
succinato deshidrogenasa (SDH) y la piruvato deshidrogenasa (PDH) mediante la 
interacción directa con los grupos sulfhidrilos de estas enzimas o con la 
coenzima A, interfiriendo de esta forma con la función mitocondrial. Este 
compuesto, a dosis mayores de 15 nmol (mg protein)-1, provoca el incremento 
en la respiración mitocondrial, el cual se correlaciona con el hinchamiento de 
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la mitocondria dependiente de la apertura de los canales de potasio, seguida 
de una fuerte inhibición y la consecuente liberación de cit C [21]. 

 

El tratamiento que resultó tener el mayor efecto inhibiendo la actividad 
mitocondrial, fue la Cas IIIEa para la línea CHP-212 y la Cas IIgly para la SK-N-
SH. Interesantemente, estas Casiopeínas corresponden a las que muestran la 
CI50 menor, es decir, a las que tienen mayor potencia inhibiendo la proliferación 
celular en cada línea celular, lo cual nos infiere nuevamente que en su 
mecanismo de acción está implicado el daño mitocondrial. 

 
 
    
    
    
    
    
Identificación del Radical Superóxido Identificación del Radical Superóxido Identificación del Radical Superóxido Identificación del Radical Superóxido     
 
El radical superóxido se produce cuando el oxígeno molecular acepta un 
electrón el cual queda desapareado; esto tiene lugar principalmente en las 
mitocondrias como consecuencia del metabolismo. El oxígeno recibe los 
electrones transportados, sin embargo, este mecanismo no es perfecto y entre 
el 1 y el 4% del oxígeno es convertido en EROs como el radical superóxido, en 
donde los compuestos antioxidantes actúan para mantener el balance redox, 
protegiendo de esta manera la homeostasis celular [39].  
 

Figura 18. Disrupción de la membrana mitocondrial. Células teñidas con Mitotracker™ Green luego de 

administrar las CI50 de cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa. En el eje “x” se midió la fluorescencia en el 

canal FL1-H y en el eje “y” el número de células (10,000 eventos por tratamiento). La determinación se 

realizó 2 h después del tratamiento para A) CHP-212 y 4 h para B) SK-N-SH. El valor de la esquina superior 

derecha corresponde al porcentaje de mitocondrias activas. Los resultados representan dos experimentos 

independientes.  
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Se identificó el incremento de este radical como respuesta al tratamiento de 
Casiopeínas mediante el colorante MitoSox™ por citometría de flujo; en donde 
para la línea CHP-212 se observó un incremento de superóxido del 30-37%, 
siendo el porcentaje más alto el del tratamiento con Cas IIIEa (Figura 19 A). 
Mientras que para la línea SK-N-SH el incremento de superóxido fue de 14-
21%, en donde el porcentaje mayor corresponde al cisplatino (Figura 19 B) 
 
La síntesis de radical superóxido se incrementa mediante factores físicos como 
radiaciones y factores químicos como sustancias de abuso o fármacos. En este 
caso se determinó que el tratamiento con Casiopeínas aumenta la cantidad de 
radical superóxido, lo que promueve un ambiente oxidante el cual, si no es 
regulado mediante las defensas antioxidantes celulares, genera estrés oxidante y 
este es probablemente un factor que lleva a la célula a la muerte celular. Por 
otra parte se ha reportado que el radical superóxido es un inhibidor de FAS 
[50], por lo que su incremento en el NB posterior al tratamiento con 
Casiopeínas, podría estar implicado en: i) la inhibición de la vía extrínseca de la 
apoptosis originando una preferencia por la vía mitocondrial, ii) participando en 
la generación de otras EROs y iii) reaccionado con biomoléculas principalmente 
con el DNA mitocondrial y por consecuencia, con la muerte celular mitocondrial. 

 
 
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    

    
    
    
 
    

Figura 19. Identificación del radical superóxido por citometría de flujo. La determinación se realizó 2 h 

después del tratamiento para A) CHP-212 y 4 h para B) SK-N-SH. Se administró la CI50 correspondiente y 

se cuantificaron 10,000 eventos por tratamiento. El porcentaje del cuadrante inferior derecho 

corresponde al promedio del radical superóxido obtenido de dos experimentos independientes;  
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Peróxido de Hidrógeno (HPeróxido de Hidrógeno (HPeróxido de Hidrógeno (HPeróxido de Hidrógeno (H2222OOOO2222))))    
    
El peróxido de hidrógeno es una especie reactiva no radical, lo que lo hace 
menos reactivo que las especies radicales. Sin embargo, el daño celular que 
produce es muy elevado debido a que en su hidrólisis hay metales que actúan 
como catalizadores, especialmente el hierro y el cobre mediante la reacción de 
Fenton; esta catálisis ya se ha reportado para la Cas IIgly [19]. 
 
La determinación de H2O2 intracelular se realizó mediante AmplexRed™, en 
donde para ambas líneas celulares se observa un incremento de esta especie 
reactiva. De manera particular, en la línea CHP-212 (Figura 20A) el porcentaje 
de células con un incremento en H2O2 está en el intervalo de 14-27%, 
obteniendo el porcentaje más alto con el tratamiento de la Cas IIIia (26.6%). En 
tanto que para la línea SK-N-SH se observó un incremento del 20-34% en la 
producción de esta especie reactiva, obteniendo el mayor aumento con el 
tratamiento de cisplatino. 
 
Una de las reacciones implicadas en la formación del H2O2 es mediante la 
enzima superóxido dismutasa (SOD) al reaccionar con el radical superóxido, por 
lo que los niveles intracelulares aumentados de radical superóxido (Figura 19) 
pueden contribuir al incremento intracelular de H2O2. (Figura 20). Por otra parte 
se ha reportado que el H2O2 a bajas concentraciones (100 �M), induce una 
serie de eventos que incluyen cambios morfológicos celulares, fragmentación del 
DNA y activación de caspasas en líneas celulares de leucemia [50], por lo que 
el incremento de H2O2  posterior a la incubación con Casiopeínas puede estar 
implicado por una parte en la inducción de la apoptosis y por otra parte, como 
sustrato de la reacción de Fenton, la que tiene como producto al radical 
hidroxilo el cual es altamente reactivo, afectando a diferentes biomoléculas lo 
cual puede no solo causar un proceso apoptótico, sino también necrosis 
secundaria. El incremento de EROs promueve que el factor regulatorio P53 
incremente el mensajero y la proteína Bax, lo cual está implicado en la 
liberación de cit C y por consecuencia en la activación de caspasa-3 [51, 52]. 

Así, el aumento de EROs desencadena un proceso apoptótico mediante la vía 
mitocondrial; por lo que podemos concluir que la ruta mediante la cual las 
Casiopeínas inhiben la proliferación celular es la intrínseca, siendo el incremento 
de EROs un factor inductor en este proceso. 
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GlutatiónGlutatiónGlutatiónGlutatión    
    
Se midió el porcentaje intracelular de GHS con el colorante MCB que reacciona 
de manera selectiva formando un complejo que es determinado 
espectofotométricamente. Se consideró como 100% de GHS intracelular, el 
obtenido en las células sin tratamiento. En la línea CHP-212, se observó que la 
cantidad de GHS intracelular después de dos horas de tratamiento, fue de 67% 
para la Cas IIgly, 77% para la Cas IIIia y 64% para la Cas IIIEa; mientras que 
para el cisplatino se obtuvo un 34% (Figura 21). En el caso de la línea SK-N-
SH después de cuatro horas de tratamiento, la cantidad de GSH intracelular fue 
de 64, 71 y 79% para las Cas IIgly, IIIia y IIIEa respectivamente, en tanto que 
para el cisplatino fue de 29% (Figura 21). 
 
Estos resultados muestran que hay una alteración en los niveles intracelulares 
de GSH. Para mantener las concentraciones basales de GSH dentro de la 
célula, la enzima glutatión reductasa (GRd), reduce el GSSG (glutatión oxidado) 
a GSH [33]. El decremento de GSH intracelular está relacionado con la 

Figura 20. Determinación de H2O2  por citometría de flujo Las determinaciones se realizaron 2 h 

posteriores al tratamiento con las correspondientes CI50 de cisplatino, Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa, para 

A) CHP-212 y 4 h para B) SK-N-SH. El porcentaje del cuadrante inferior corresponde al promedio de H2O2 

como resultado de tres experimentos independientes. Se cuantificaron 10,000 eventos por tratamiento. 
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producción de EROs, ya que el grupo sulfhidrilo en la estructura del GSSG, es 
el encargado de atrapar a las especies reactivas formando un enlace covalente  
 
coordinado con el metal, reduciendo el GSH a través de una reacción de 
sustitución nucleófilica a GSSG. El platino es un metal blando que tiene afinidad 
por donadores blandos como el grupo cisteína del glutatión, esta unión es el 
mecanismo mediante el cual las células eliminan al cisplatino. Este proceso está 
implicado en los bajos niveles de GHS detectados en ambas líneas celulares 
después del tratamiento con cisplatino, ya que al eliminarse el cisplatino unido 
al GSSG, impide que la GRd regenere los niveles basales de GHS. Este efecto 
ha sido reportado en diversas líneas celulares neoplásicas después del 
tratamiento con cisplatino [19, 43]. 
 
En el caso del Cu (que es el metal que conforma a las Casiopeínas), se ha 
reportado que puede reaccionar con el GHS y formar complejos estables; sin 
embargo, aún se desconoce si éste es el mecanismo de eliminación de las 
Casiopeínas o si éstos complejos interfieren con el proceso de regeneración del 
GSH [44]. El decremento en los niveles intracelulares de GSH posterior al 
tratamiento con Casiopeínas, se ha reportado en melanoma murino y cáncer 
pulmonar con la Cas IIgly, como resultado de que la Casiopeína cataliza la 
reacción de Fenton y el GHS actúa atrapando a las ROS producidas [44]. La 
disminución intracelular de GHS en el NB después del tratamiento con las Cas 
IIgly, IIIia y IIIEa es consecuencia de un ambiente prooxidante (Figuras 19 y 20), 
por lo que el estrés oxidante causado por las Casiopeínas implica un 
incremento de EROs y una disminución de antioxidantes, lo que desencadenan 
la muerte celular. 
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Figura 21. Concentración porcentual intracelular de glutatión. Luego de la administración de las 

correspondientes IC50, se realizó la determinación de glutatión a las 2 h para CHP-212 y a las 4 h 

para SK-N-SH. Se cuantificaron 10,000 eventos por tratamiento y el control representa el 100% de 

GSH (células sin tratamiento). Resultados obtenidos de tres experimentos independientes±DE. 
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En los resultados obtenidos en las líneas celulares neuroblásticas CHP-212 y 
SK-N-SH, se demostró la capacidad de inhibición de la proliferación de los 
compuestos de coordinación de Cobre (II) Cas IIgly, Cas IIIia y Cas IIIEa. Todos 
ellos han demostrado un aumento en la potencia de inhibición de la 
proliferación celular de 5 a 12 veces más, con respecto al cisplatino 
(medicamento utilizado en la quimioterapia del neuroblastoma). Esta mayor 
potencia antiproliferativa de las Casiopeínas también se ha visto en las líneas 
celulares tumorales humanas HeLa, A549, H157, Daoy y HCT 15, así como en 
el glioma C6 murino, en donde la citotoxicidad se asocia principalmente a la 
sobreproducción de ROS. 
    
En el caso del NB, la mayor eficacia de los compuestos fue hallada con la Cas 
IIIEa para la línea CHP-212 y la Cas IIgly para las células SK-N-SH. La 
citotoxicidad de estos compuestos de coordinación de Cobre (II) tiene la 
siguiente secuencia: CasIIEa> CasIIgly> CasIIIia para la línea CHP-212; mientras 
que para línea SK-N-SH es CasIIEa> CasIIIia> CasIIgly. Como se predijo por los 
estudios QSAR, aquellos compuestos con fenantrolina son más potentes para 
inhibir la proliferación de células que los derivados de bipiridina; del mismo 
modo, los compuestos de acetilacetonato han demostrado valores de CI50 
inferiores que aquellos con glicina.  
    
Todos los compuestos de cobre han demostrado un agotamiento del GSH 
intracelular, aumento de peróxido de hidrógeno y superóxido, el aumento de los 
marcadores de apoptosis caspasa-3, cyt C y Bax, la ausencia de caspasa-8 y la 
disminución porcentual de mitocondrias activas; lo que sugiere que las 
Casiopeínas tienen una actividad anticancerígena en el neuroblastoma con un 
fuerte ambiente pro-oxidante seguido de apoptosis mitocondrial.  
 
La notable actividad citotóxica que estos compuestos han mostrado contra el 
neuroblastoma (CHP-212 y SK-N-SH) es inducida a través de la vía apoptótica 
intrínseca, hecho que propone a las Casiopeínas como buenos candidatos para 
realizar estudios adicionales en los sistemas tumorales que responden 
pobremente a los esquemas terapéuticos actuales. 
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10101010. CONCLUSIONES . CONCLUSIONES . CONCLUSIONES . CONCLUSIONES     
 
La vía apoptótica preferencial en el Neuroblastoma por el tratamiento con 
Casiopeínas es la intrínseca, debido a la ausencia de caspasa-8, la expresión 
de caspasa-3, con liberación mitocondrial de cit C, seguido de un aumento 
citoplásmico de Bcl-2 y la entrada de Bax a la mitocondria, concomitantemente 
con la liberación de H2O2 y O2

-., creando un microambiente favorable para la 
apoptosis. 
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